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学位論文内容の要旨 
 
 生細胞内へタンパク質を導入する技術は、細胞内タンパク質の機能解析や細胞機能の人工制御をはじめ、基礎研
究、医療においての様々な応用が期待される。我々の研究室ではカチオン性ポリマーであるポリエチレンイミン
（PEI）をタンパク質分子表面に限定的に連結することによって、負電荷を帯びる細胞表面への静電的吸着を介し
て、高効率にタンパク質を細胞内に導入できることを見出していた。しかし、この技術は簡便性と普遍性に問題が
あった。そこで私はこれらの問題を解決する「煩雑な化学修飾を必要としないタンパク質導入法の開発」と、「変
性状態のタンパク質を細胞内に導入し、機能させる技術の開発」を行った。またタンパク質導入技術の医療への応
用を目指して、「がん関連タンパク質の一過的導入による細胞増殖の人工制御」を行った。 
 グルタチオン-S-トランスフェラーゼ(GST)はグルタチオンとの強い相互作用を示し、GST融合タンパク質の発現
システムは目的タンパク質の取得方法としてよく利用されている。私はこの相互作用に着目し、PEIにグルタチオ
ンを連結したGST融合タンパク質細胞内導入キャリアーの開発を行った。様々な化学修飾を施したPEI-グルタチオ
ンキャリアーを合成し、簡便かつ効率的にGST融合タンパク質を細胞内に導入する技術を第１章にまとめた。 
 タンパク質導入法における大きな問題として、導入に用いるタンパク質を大腸菌に発現させた場合、活性構造を
とらずにしばしば変性状態で凝集してしまうために、そのまま細胞導入に用いることができないということがあっ
た。私は不溶性変性タンパク質のシステイン残基を可逆的にカチオン化することによって、変性状態でタンパク質
の可溶化を行った。第２章ではこの可逆的カチオン化によって可溶化した変性タンパク質をそのまま細胞に取り込
ませ、細胞内で活性構造に巻き戻すIn Cell Folding技術を開発した結果についてまとめた。 
 第３章ではタンパク質導入技術の医療への応用を目指した研究をまとめた。タンパク質導入技術の利点として、
細胞への導入効率が非常に高いこと（ほぼ100%）、細胞内での機能発現が一過的であること、遺伝子導入法とは異
なり翻訳産物のタンパク質を直接細胞内に導入するのでゲノムに影響を与えず安全性が高い、などが挙げられる。
これらの利点をいかして、増殖を停止した細胞にがん関連タンパク質を導入し、あたかもがん細胞かのように一過
的に増殖させる試みを行った。モデルタンパク質として、がん遺伝子SV40T抗原のN末端ドメイン（SVLT-N）を用
いた。SVLT-Nの導入による細胞増殖の誘導、SVLT-Nの細胞内での消失時間や遺伝子導入法との比較などを行い、
本技術の有効性を証明した。 
 論文審査結果の要旨 
 
ヒトゲノムの情報が明らかとなった現在、その情報を利用した医療研究開発が急速に進められている。
その中でタンパク質の機能解析は重要な基盤技術として位置づけられる。申請者の研究室ではポリエチ
レンイミン（PEI）カチオン化によるタンパク質細胞内導入・解析技術を開発し、従来の類似技術を大
きく凌ぐタンパク質細胞内導入効率を達成していた。しかしこの技術は煩雑な化学修飾を必要とするた
めに、より簡便で普遍的な方法が必要であった。申請者は、これらの問題を解決するための２つの新し
い方法と医療への応用を目指したタンパク質導入による細胞増殖の人工制御技術の開発を行った。 
第1の方法はグルタチオンとグルタチオン-S-トランスフェラーゼ（GST）の分子間相互作用を利用し
たGST融合タンパク質の細胞内導入法である。申請者はGST融合タンパク質の細胞内導入キャリアーとし
てグルタチオンを繋いだPEIを作製した。このキャリアーによってGST融合タンパク質は効率的に細胞に
取り込まれ、細胞内で機能を発揮した。この方法を使えば、任意のタンパク質をGST融合発現システム
で作製し、このキャリアーと混合するだけで細胞内への導入、解析が可能となるので非常に簡便で汎用
性のある技術であると考えられる。 
第２の方法は変性タンパク質を細胞に取り込ませ、細胞内で活性構造に巻き戻し、機能を発現させる
In Cell Folding法である。タンパク質は生産、精製、保存の過程で構造が壊れ、変性・沈殿を生じて
しまうことがしばしばある。PEIカチオン化技術を含め、従来の方法では構造をとった可溶性タンパク
質のみが細胞導入に利用可能であったので、その適用範囲は限られていた。申請者はタンパク質のシス
テイン残基の特徴をうまく利用して可逆的なカチオン化を行い、変性タンパク質の利用も可能としたの
で、In Cell Folding法は様々なタンパク質に適用できる有用な手法であると思われる。 
タンパク質カチオン化法による細胞内導入技術は、試験管内の培養細胞に対して均一かつ一過的にタ
ンパク質を導入できることが大きな特徴である。申請者はこの特徴を活用して、がんに関わるタンパク
質を導入し、一過的に細胞を増殖させることに成功した。現在、再生医療などの分野では細胞移植に用
いるための細胞をいかに増やすか、その技術開発が求められている。本技術はそのような要求に応える
ための１つの手段になりうると考えられる。以上のように、申請者はこれまでの問題を解決する新規の
タンパク質導入技術を開発し、その技術を活用した医用工学への応用例も提示した。したがって、本論
文によって示された研究成果は、博士（工学）の学位論文として価値があると認められる。 
